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CAPITOLO 1 - INTRODUZIONE 
 
1.1 I TUMORI DELLE GHIANDOLE SALIVARI 
 
1.1.1Cenni di anatomia e fisiologia delle ghiandole salivari 
Le ghiandole  salivari sono organi esocrini responsabili della produzione 
e secrezione della saliva. 
Sono costituite da tre ghiandole maggiori, quali la parotide, la 
sottomandibolare e la sottolinguale, e da ghiandole minori. Queste 
ultime sono numerose e distribuite ampiamente a livello del cavo orale, 
orofaringe e vie aeree superiori. 
 
Strutture acinari. L’unità funzionale delle ghiandole salivari è costituita 
dall’acino, strutturalmente connesso con i dotti escretori e dalle cellule 
mioepiteliali. I suddetti acini possono essere sierosi, mucosi o misti. La 
secrezione principale è costituita da amilasi per quanto riguarda le 
cellule a secrezione sierosa e sialomucina per le cellule a secrezione 
mucosa. 
 
Cellule mioepiteliali. Queste cellule, chiamate anche cellule a canestro, 
con funzione contrattile, sono situate a livello della membrana basale 
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delle strutture acinari. Hanno dei lunghi processi dendritici che 
avvolgono il complesso acinare con funzione secretoria. 
 
Ghiandola Parotide. La ghiandola parotide è a secrezione 
prevalentemente sierosa ed il parenchima è diviso in lobuli da setti 
fibrosi. Si reperta abbondante tessuto adiposo sia intralobulare che 
extralobulare che tende ad aumentare con l’età. All’interno della 
ghiandola si repertano strutture linfoidi e linfonodi, che a loro volta 
possono  contenere dotti salivari ed acini. 
 
Ghiandola sottomandibolare. La ghiandola sottomandibolare è a 
secrezione mista siero-mucinosa, sebbene la porzione sierosa sia 
predominante rispetto alla mucinosa. Negli acini a secrezione mista, la 
componente sierosa si dispone a formare un cappuccio al di fuori della 
componente mucinosa. I dotti intercalari sono più corti ed i dotti striati 
sono più rappresentati rispetto alla ghiandola parotide. 
 
Ghiandola sottolinguale. La sottolinguale è a secrezione mista siero-
mucinosa con prevalenza della secrezione mucosa. 
 
Ghiandole salivari minori. L’area a maggiore concentrazione di questo 
tipo di ghiandole  è a livello della giunzione tra il palato duro ed il palato 
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molle, le labbra e la mucosa della bocca. Le ghiandole situate a livello 
della porzione laterale della lingua, delle labbra  e della mucosa della 
bocca hanno secrezione sieromucinosa, mentre le ghiandole poste a 
livello della faccia ventrale della lingua, del palato, dell’area 
glossofaringea e retromorale, sono prevalentemente a secrezione mucosa 
(D.Casolino et al.,2008). 
 
Fig.1 Ghiandole salivari maggiori. 
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Il nervo faciale, motore, esce dal cranio attraverso il foro stilo-
mastoideo, dietro la base dell’apofisi stiloide e si dirige verso la loggia 
parotidea con decorso obliquo in basso, in avanti e in fuori attraversando 
il diaframma stilieno. All’uscita da questo incrocia la faccia laterale del 
processo stiloide, affiancato all’arteria stilomastoidea, ponendosi come 
bisettrice tra osso timpanico e processo mastoideo. 
Nel breve tragitto pre-parotideo il nervo emette dei rami collaterali, 
quindi penetra nella parotide e la attraversa orizzontalmente circa 2 cm 
sotto l’arcata zigomatica. In questo decorso il nervo, sempre collocato 
lateralmente alla carotide esterna e alla vena giugulare esterna, si 
avvicina alla superficie esterna della parotide e si divide in due rami, uno 
superiore e il temporo-facciale ed uno inferiore e cervico-facciale, che a 
loro volta si suddividono in ulteriori rami innervanti tutti i muscoli della 
faccia.  
Oltre al nervo facciale la loggia parotidea è attraversata da diverse 
strutture anatomiche: 
-arterie: tra le quali la più importante è la carotide esterna, che si divide 
in ulteriori rami terminali, la temporale superficiale e mascellare interna 
-vene: la vena giugulare esterna è la principale vena della regione 
parotidea 
-linfatici: la loggia parotidea contiene numerosi linfonodi tutti 
sottofasciali e distinti in linfonodi superficiali e linfonodi profondi 
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-nervi: quali il nervo auricolo-temporale, ramo del nervo mandibolare e 
il nervo grande auricolare (G.Rizzotto et al.,2008). 
 
Le ghiandole salivari sono organi a secrezione esocrina derivati 
dall’epitelio di rivestimento delle vie aerodigestive superiori, suddivise 
in tre coppie di ghiandole maggiori (parotide,sottomandibolare e 
sottolinguale) ed in centinaia di ghiandole salivari minori. 
Il parenchima ghiandolare è organizzato in unità semplici, gli acini, 
formati da cellule secretrici, da cellule totipotenti mioepiteliali e da un 
sistema duttale; quest’ultimo non partecipa alla funzione secretoria, ma 
gioca un ruolo di primaria importanza nella regolazione dell’acqua e 
degli elettroliti. 
Il sistema duttale è formato da canalicoli intercalari in cui gli acini 
riversano il secreto primario salivare; a loro volta questi canalicoli 
convergono nei dotti striati ove si forma il secreto salivare vero e 
proprio, questi infine confluiscono in un unico dotto escretore. 
Dal punto di vista funzionale, le ghiandole salivari presentano alcune 
analogie con i reni, poiché vi è un’azione selettiva ed attiva di 
filtro\secrezione\riassorbimento. 
La secrezione salivare non è omogenea, ma significativamente diversa a 
seconda della sede e della ghiandola che la produce. 
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La parotide è una ghiandola a secrezione totalmente sierosa e i suoi acini 
sono composti da due tipi di cellule secretrici: le cellule chiare, ricche di 
reticolo ergastoplasmatico con granuli nel segmento apicale ed alcune 
cellule scure anch’esse ricche di ergastoplasma. 
E’ l’unica ghiandola salivare nel cui contesto si ritrovano adipociti, in 
rapporto 1:1 rispetto agli elementi acinici ghiandolari. 
Le cellule mioepiteliali, così definite perché nel loro citoplasma si 
ritrovano fibrille mioidi, sono elementi particolari localizzati tra le 
cellule acinari e la membrana basale: grazie alla loro capacità contrattile 
favoriscono l’escrezione salivare e garantiscono il ricambio sia delle 
cellule acinari che di quelle duttali (D. Casolino et al.,2008). 
 
La saliva è composta per il 99% da acqua con aggiunta di costituenti 
inorganici ed organici ed i valori fisiologici del suo pH sono compresi in 
un ampio range tra 5.6 e 7.0. 
I costituenti inorganici comprendono prevalentemente ioni tra i quali 
sodio, potassio, calcio, magnesio, bicarbonato, fosfati; quello più 
rappresentato è il potassio presente in concentrazione sette volte 
superiore a quella del plasma, segue il bicarbonato con una 
concentrazione tre volte superiore a quella del plasma; hanno 
concentrazioni intermedie il calcio, il magnesio, i fosfati, mentre è 
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caratteristicamente poco rappresentato il sodio, con una concentrazione 
di appena un decimo di quella plasmatica. 
Dei costituenti organici fanno parte le proteine (le immunoglobuline, gli 
enzimi, le mucine, ecc.), il glucosio e gli acidi grassi. 
Le glicoproteine ad alto peso molecolare come le IgA secretorie, le 
agglutinine, le amilasi, la cistatina S, le fosfoproteine nonché le proteine 
ad alto contenuto in prolina sono prodotte per lo più nelle ghiandole 
parotidi e sottomandibolari; diversamente le ghiandole sottolinguali e le 
salivari minori producono la quota più rilevante di mucine e sono 
anch’esse ricche di IgA secretorie. 
Il volume salivare medio secreto giornalmente si aggira intorno ai 1.0-
1.5 litri, tuttavia la produzione di saliva è quantitativamente variabile: è 
modesta durante il sonno, aumenta nel parlare e ha la sua quota massima 
in concomitanza dei pasti. Ogni variazione quantitativa è gestita e 
controllata dal sistema nervoso autonomo e prevalentemente dalla sua 
componente parasimpatica. 
La saliva gioca un ruolo fondamentale nel mantenimento di uno stato di 
eutrofismo del cavo orale e una serie di funzioni secondarie di 
umidificazione, gustative, difensive, digestive e tamponanti, oltre che 
microbiologiche e anticancerogeniche (Ferguson et al.,1999). 
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1.1.2 Epidemiologia e fattori di rischio 
I tumori delle ghiandole salivari rappresentano una categoria 
particolarmente eterogenea di neoplasie, contraddistinte da una notevole 
varietà di aspetti istologici e comportamenti clinici. La loro 
epidemiologia non appare ben sistematizzata, dal momento che in 
numerosi studi i dati si rivelano talora approssimativi, limitati ad 
esempio alla sola sede parotidea o unicamente alle lesioni maligne 
(Eveson JW et al., 2005). In generale costituiscono una patologia 
sostanzialmente rara e, nell’ambito della letteratura internazionale, gli 
isotipi maligni ammontano a meno del 10% di tutte le localizzazioni 
cervico-cefaliche. 
Considerando, invece, la globalità dei tumori maligni, la loro percentuale 
nella popolazione mondiale viene stimata inferiore allo 0,5%, rilievo 
confermato anche a livello nazionale dai dati dell’Associazione Italiana 
Registri Tumori (AIRT Working Group, 2006). 
A livello delle ghiandole salivari la proporzione di lesioni benigne e 
maligne risulta piuttosto variabile, con range compresi, rispettivamente, 
tra il 54 e il 79% e il 21 e il 46%, soprattutto a causa delle possibili 
difficoltà, in ambito epidemiologico, di stabilire a volte una precisa 
attribuzione di sede, tra ghiandole salivari maggiori e minori (Ellis GL et 
al., 1996). 
11 
 
La parotide costituisce in generale la sede di gran lunga più colpita 
(80%), mentre sottomandibolare e salivari accessorie lo sono in minima 
misura (circa il 10%) (Rice DH et al., 1999). 
Del tutto insolite le localizzazioni sottolinguali(Rinaldo A et al.,2004). 
 
Relativamente all’età media di comparsa di un tumore salivare, questa 
risulta molto più precoce nelle forme benigne (40 anni), rispetto a quelle 
maligne, che a loro volta presentano un picco di incidenza intorno 
all’ottava decade di vita (Eveson JW et al.,2005). 
La quasi totalità (95%) dei tumori maligni delle ghiandole salivari è 
infine appannaggio dell’adulto (Eisele DW et al.,1998).  
In assoluto, l’isotipo più frequente è l’adenoma pleomorfo, che da solo 
rappresenta circa il 50% di tutte le neoplasie salivari. Il tumore di 
Warthin si colloca al secondo posto tra i tumori  benigni, mentre il 
carcinoma mucoepidermoide è la lesione maligna più comune, tanto 
nell’adulto che nel bambino. Il carcinoma adenoidocistico costituisce 
approssimativamente il 10% delle neoplasie epiteliali.  
Considerando globalmente tutte le primitività salivari, benigne o 
maligne, esiste una prevalenza nella donna rispetto all’uomo, anche se la 
distribuzione per sesso varia a seconda dell’isotipo. Nello specifico, tra i 
tumori maligni la predilezione per il sesso femminile determina un 
rapporto di 3:2 per il carcinoma mucoepidermoide, il carcinoma 
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adenoidocistico ed il carcinoma a cellule aciniche e di 2:1 per 
l’adenocarcinoma polimorfo a basso grado e il carcinoma epi-
mioepiteliale (Eveson JW et al.,2005). 
 
Poco si conosce circa l’eziologia delle neoplasie salivari, che, a 
differenza della maggior parte di tutte le altre neoplasie cervico-facciali, 
non sono esplicitamente associabili all’abuso di tabacco ed alcool e, 
sostanzialmente, non dispongono di fattori di rischio provvisti di 
specificità d’organo. Al riguardo, scarsi sono gli studi “caso-controllo” a 
disposizione ed in genere non particolarmente significativi sono i fattori 
eziologici sino ad oggi identificati (Muscat JE et al.,1998). 
 Come risulta dalla Letteratura internazionale, a tutt’oggi le radiazioni 
ionizzanti costituiscono l’unico fattore di rischio ufficialmente 
riconosciuto, in grado di interagire soprattutto attraverso trattamenti 
radioterapici, ma anche indagini radiologiche, radiazioni di origine 
occupazionale, radiazioni ultraviolette, incidenti nucleari ed esplosioni 
atomiche (Preston-Martin S et al.,1988). 
Il rischio di sviluppare nuove neoplasie radio indotte è tanto più elevato 
quanto più giovane è l’età a cui i pazienti sono stati trattati. 
Anche le ghiandole salivari si sono dimostrate radiosensibili nei 
confronti della carcinogenesi, con una decisa preferenza per la 
localizzazione parotidea. I pazienti che ricevono dosi anche ridotte di 
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radioterapia a livello del capo, del collo o del mediastino superiore 
possiedono un’elevata probabilità di sviluppare importanti alterazioni a 
carico delle ghiandole salivari, ma solo se queste sono effettivamente 
incluse nei campi di irradiazione (Horn-Loss PL et al.,1997). 
Le neoplasie salivari benigne possono a loro volta rappresentare un 
fattore di rischio intermedio e, in proposito, si ricorda la potenziale 
capacità di trasformazione maligna dell’adenoma pleomorfo. 
 
Taluni studi preliminari riportarono che pazienti ai quali era stati 
diagnosticata una neoplasia cutanea non-melanomatosa svilupparono in 
seguito, in percentuali elevate, anche una neoplasia delle ghiandole 
salivari (Spitz MR et al., 1984). 
Nel 1968 Berg et al. segnalarono una possibile associazione tra cancro 
delle ghiandole salivari e cancro della mammella, dal momento che 
pazienti affette da neoplasia salivare presentavano un incremento del 
rischio di produrre una neoplasia mammaria di almeno otto volte 
maggiore. Studi successivi riportarono, poi, un’incidenza statisticamente 
significativa di sviluppare una neoplasia salivare, dopo neoplasia 
mammaria, ma con un incremento del rischio di sole due volte superiore 
(Prior P et al.,1977). In definitiva, se tale associazione non appare 
francamente determinante, fornisce tuttavia lo spunto per ritenere che le 
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neoplasie salivari sono probabilmente assimilabili a tumori ormono-
dipendenti (Horn Ross et al.,1999). 
 
Un certo numero di virus è stato chiamato in causa nella patogenesi dei 
tumori delle ghiandole salivari.  
Del virus di Epstein Barr è ben nota la stretta associazione esistente nei 
confronti del carcinoma linfoepiteliale (Christiansen MS et al.,1995). 
 
Scarsi sono gli studi riguardanti una possibile associazione tra le 
neoplasie delle ghiandole salivari e l’esposizione a cancerogeni 
professionali. In effetti, i tumori delle ghiandole salivari non vengono 
considerati come patologie occupazionali e le poche ricerche esistenti, 
oltre tutto, fanno riferimento a serie limitate e non si rivelano di 
conseguenza particolarmente significative (Swanson et al., 1997). 
 
I possibili effetti cancerogeni indotti dai campi di radiofrequenza 
elettromagnetica emessi dai telefoni cellulari hanno costituito in questi 
ultimi anni, viste le attuali proporzioni commerciali del prodotto, 
notevole motivo di interesse e sono divenuti sempre più oggetti di studio. 
Le ricerche epidemiologiche apparse a tutt’oggi in Letteratura hanno 
focalizzato l’attenzione sulla possibile associazione tra telefonia mobile 
e rischio di tumori cerebrali, tenendo conto dell’elevata esposizione ai 
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campi elettromagnetici che comporta la stretta vicinanza esistente tra 
antenna del telefono mobile e lobo temporale.  
Altro bersaglio è indubbiamente la ghiandola parotide, che risulta 
soprattutto esposta all’assorbimento delle microonde generate da 
cellulari e cordless. Tali radiazioni vengono assorbite dai tessuti 
biologici, dando luogo ad un loro riscaldamento, cosa che può indurre 
effetti di varia natura e costituire pertanto un fattore di rischio (Hardell L 
et al.,2004). 
 
A differenza della maggior parte delle neoplasie cervico-cefaliche, i 
tumori delle ghiandole salivari non risultano significativamente 
associabili a fumo ed alcool. Nonostante alcuni studi sperimentali 
abbiano dimostrato che l’esposizione cronica alla nicotina può 
determinare modificazioni morfo-funzionali a carico delle ghiandole 
salivari e nonostante alcuni Autori (Swanson et al.,1997) abbiano 
osservato nei forti fumatori una potenziale associazione tra abitudine al 
fumo e neoplasie salivari, di fatto, il fumo di tabacco non viene ritenuto 
un reale fattore di rischio (Williams RR et al.,1977). Analoga relazione, 
statisticamente non significativa, sembra esistere tra consumo di alcool e 
neoplasie salivari. Nel 1990 Spitz avrebbe tuttavia osservato nella donna 
un rischio apparentemente più elevato nei confronti di questa patologia, 
mediato dall’alcool, riferibile ad una ridotta ossidazione gastrica e ad una 
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conseguente maggiore biodisponibilità di etanolo, tipiche della donna. 
Anche l’associazione tra fumo ed alcool, infine, non appare in grado di 
determinare alcun incremento del rischio relativo di ammalare di 
neoplasia salivare (Muscat et al.,1998). 
 
Per quanto riguarda il tabagismo, di particolare interesse sembra invece 
la relazione esistente nei confronti del tumore di Warthin. Il meccanismo 
patogenetico che porterebbe allo sviluppo di questo isotipo non è chiaro, 
anche se è stato ipotizzato che agenti irritanti presenti nel tabacco, quali 
benzopirene, arsenico e N-nitrosoguanidina, passando attraverso 
l’orifizio di sbocco del dotto di Stenone, potrebbero provocare fenomeni 
di metaplasia e di crescita tumorale a carico del tessuto salivare aberrante 
contenuto in alcuni linfonodi intraparotidei (Kotwall et al.,1992). 
 
1.1.3 Classificazione istologica dei tumori delle ghiandole 
salivari 
In rapporto alla sede d’insorgenza, nonché ai peculiari aspetti clinico- 
patologici, devono essere distinte le neoplasie delle ghiandole salivari 
maggiori (parotide, sottomandibolare e sottolinguale) da quelle delle 
ghiandole salivari minori (intraorali, faringo-laringee, delle basse vie 
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respiratorie), essendo le prime considerevolmente più frequenti delle 
seconde. 
Col passare degli anni si sono susseguite numerose classificazioni che 
hanno utilizzato sempre raggruppamenti di tipo morfologico e 
prognostico. Le proposte classificative più recenti sono quella definita 
dal Armed Forces Institute of Pathology (Bethesda- USA) (1991), e 
quella semplificata dalla World Health Organization, che con successive 
modifiche ha elaborato l’ultima classificazione nel 2005 (WHO 2005). 
CLASSIFICAZIONE WHO 2005 
Lesioni simil-tumorali 
o Scialadenosi 
o Oncocitosi 
o Sialometaplasia necrotizzante 
o Cisti salivari 
o Sialadenite cronica sclerosante (tumore di Kuttner) 
o Lesione linfoepiteliale benigna (sial adenite mioepiteliale) 
o Iperplasia linfoide cistica in AIDS 
 
 
Tumori epiteliali benigni 
 
o Adenoma pleomorfo  
o Mioepitelioma  
o Adenoma a cellule basali 
o Adenoma Canalicolare 
o Cistoadenoma (benigno) 
o Cistoadenoma capillifero 
o Cistoadenoma mucinoso  
o Tumore di Whartin (adenolinfoma) 
o Oncocitoma (adenoma oncocitico)  
o Adenoma sebaceo 
o Linfoadenoma  
o Sebaceo 
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o Non-sebaceo 
o Papilloma duttale 
o papilloma duttale invertito 
o papilloma intraduttale 
o scialoadenoma papillifero 
 
 
 
Tumori maligni 
 
 Carcinomi 
 
o Carcinoma a cellule aciniche  
o Carcinoma mucoepidermoide 
o Carcinoma adenoidocistico  
o Adenocarcinoma polimorfo a basso grado 
o Carcinoma epiteliale-mioepiteliale 
o Carcinoma a cellule chiare, non altrimenti specificato  
o Adenocarcinoma a cellule basali  
o Carcinoma sebaceo 
o Linfoadenocarcinoma sebaceo  
o Cistoadenocarcinoma  
o Cistoadenocarcinoma cribriforme a basso grado 
o Adenocarcinoma mucinoso  
o Carcinoma oncocitico  
o Carcinoma dei dotti salivari 
o Adenocarcinoma NOS  
o Carcinoma mioepiteliale  
o Carcinoma in adenoma pleomorfo  
o Carcinosarcoma  
o Adenoma pleomorfo metastatizzante  
o Carcinoma a cellule squamose  
o Carcinoma a piccole celule  
o Carcinoma a grandi cellule  
o Carcinoma linfoepiteliale  
 
 Neoplasie non-epiteliali 
 
o Emangioma  
o Linfomi 
o Neoplasie secondarie 
o Neoplasie inclassificabili 
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1.2 I TUMORI BENIGNI DELLE GHIANDOLE 
PAROTIDEE 
 
I tumori della parotide compongono un gruppo estremamente numeroso 
ed eterogeneo di malattie. A seconda del quadro istologico che le 
caratterizza infatti, rappresentano a seconda dei casi entità anche molto 
diverse fra loro in termini di comportamento biologico e di storia 
naturale.   
I criteri per la loro classificazione possono essere numerosi (clinici, 
citologici, istogenetici, ecc...), ma devono tener conto del fatto che 
ancora oggi tentare di costruire uno schema classificativo di suddette 
lesioni è da considerarsi un processo dinamico e in continua evoluzione, 
in relazione al miglioramento delle conoscenze determinato dalla ricerca 
e dall´esperienza sia clinica che sperimentale. 
Ogni tipo di inquadramento di una lesione neoplastica parotidea non può 
comunque in nessun caso prescindere dall´ individuare in essa alcuni 
aspetti fondamentali; tra questi ovviamente la natura della lesione sulla 
base di criteri evolutivi (benigna o maligna), l´origine (neoformazione 
primitiva o secondaria) e l´isotipo (con particolare attenzione rivolta alla 
distinzione tra neoplasie epiteliali e non epiteliali). 
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Per quanto riguarda l´isotipo, è opportuno precisare che qualsiasi 
componente della ghiandola può dare origine ad un tumore (comprese le 
componenti connettivali e vascolari), ma la più alta percentuale dei 
tumori parotidei origina dalle cellule dell´epitelio ghiandolare ed ha più 
frequentemente un comportamento biologico non aggressivo e una storia 
naturale di lesione benigna.   
I tumori maligni corrisponderebbero infatti solo al 15-32% delle 
localizzazioni parotidee.  
I tumori di tipo primitivo sono molto più numerosi di quelli di tipo 
secondario, con particolare riferimento a quelli di tipo epiteliale. Si stima 
infatti che tumori metastatici e tumori parotidei primitivi non epiteliali 
arrivino a coprire una percentuale appena del 12%.  
L´età media di comparsa risulta molto più precoce nelle forme benigne 
(circa 40 anni), rispetto a quelle maligne. La quasi totalità (95%) dei 
tumori maligni delle ghiandole salivari è appannaggio dell´adulto. 
 
Adenoma Pleomorfo. L´adenoma pleomorfo, a lungo conosciuto come 
"tumore misto delle ghiandole salivari", è la più frequente neoplasia 
della parotide, dove rappresenta circa il 60% delle neoplasie benigne e il 
60-70% se si considerano anche le maligne.  
È più frequentemente diagnosticato fra i 40 ed i 60 anni e ha una 
incidenza 3-4 volte superiore nella donna.  
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La variabilità degli aspetti microscopici è notevole; gli elementi 
istologici caratterizzanti la neoplasia sono:   
- la capsula;  
- le cellule epiteliali in varie configurazioni;  
- le cellule mioepiteliali.  
Sembra derivare dalle cellule dei dotti intercalari; il termine "tumore 
misto" è spesso ancora oggi semplicemente usato per descrivere una 
neoplasia che mostra contemporaneamente combinate caratteristiche 
istologiche simil-ghiandolari e simil-connettivali.  
Il rapporto fra componente cellulare e stromale può essere estremamente 
variabile; lo stroma può avere un aspetto mixoide, fibroide o condroide.  
L´età media di comparsa varia dai 30 ai 50 anni anche se qualsiasi età 
può essere interessata, dimostrato dal fatto che si possono verificare casi 
di tumori misti in pazienti molto giovani.  
La presentazione clinica tipica è una massa a lenta crescita, senza dolore 
e dura.   
Nella parotide questo tumore insorge nel 90% nel lobo superficiale ed in 
particolare nella coda della ghiandola. Circa il 10% dei tumori misti 
parotidei origina invece dal lobo profondo, con possibilità poi di 
estendersi tra il ramo ascendente della mandibola ed il legamento 
stilomandibolare verso lo spazio parafaringeo.   
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La consistenza può variare: può essere relativamente molle alla 
palpazione, con una consistenza simil-cistica, oppure più solida, a 
carattere parenchimatoso o duro. Tende ad essere mobile quando è 
piccolo ma diventa fisso con il passare del tempo soprattutto rispetto ai 
piani profondi.  
Microscopicamente si dimostra ricoperto da una capsula fibrosa di vario 
spessore con una di solito chiara e netta demarcazione tra il tumore e 
l´adiacente tessuto salivare. La capsula (a carattere marcatamente 
fibroso) però non sempre è presente su tutta la superficie della massa: 
può infatti essere discontinua e privare di rivestimento il tumore in 
alcune porzioni.  
Questa caratteristica ha ovviamente una notevole importanza nel 
condizionare poi il trattamento chirurgico, poichè determina la 
formazione di protuberanze o pseudopodi che penetrano in varia misura 
lo spessore della capsula e che si possono estendere oltre l´apparente 
margine del tumore potendo rendersi responsabili di eventuali recidive di 
malattia.   
Ha una crescita lenta ma espansiva, può raggiungere grandi dimensioni e 
può spostare e stirare i rami del n. faciale (non lo infiltra, quindi in 
genere non causa paralisi).  
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L´adenoma pleomorfo può presentare una trasformazione maligna, e tale 
possibilità aumenta parallelamente alla durata del tumore e all´età del 
paziente (carcinoma ex-adenoma pleomorfo).  
 
Tumore di Warthin. Il tumore di Warthin rappresenta per frequenza il 
secondo tumore benigno della parotide. Numerosi elementi confermano 
che esso possa derivare da inclusioni parenchimatose (cellule dei dotti 
intercalari) nei linfonodi parotidei intra o perighiandolari. 
Il tumore di Warthin costituisce il 10-20% dei tumori benigni della 
parotide, e solo eccezionalmente lo si rinviene in altre ghiandole salivari; 
colpisce più frequentemente i maschi (M:F = 5:1) in età fra i 40 e i 70 
anni.  
Il principale fattore di rischio è il fumo di sigaretta, e attualmente si sta 
osservando (analogamente a quanto succede per il carcinoma polmonare) 
un aumento di incidenza nelle donne in relazione alla loro crescente 
abitudine al fumo.  
La frequenza di comparsa di tumori bilaterali è alta con una incidenza 
che varia dal 5 al 14%. Inoltre numerosi Autori considerano il 
cistoadenoma papillare linfomatoso come malattia multicentrica o 
multifocale e ritenendo questa caratteristica responsabile della 
bilateralità della neoplasia.  
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Con frequenza elevata può rivelarsi associato nella stessa ghiandola ad 
altri tumori benigni o maligni. 
 In modo simile ad altri tumori della parotide, si presenta come una 
tumefazione nodulare unica, fissa, indolente, a lento accrescimento, 
localizzata caratteristicamente al polo inferiore della parotide a ridosso 
dell´angolo della mandibola e misura solitamente al momento della 
diagnosi 2-3 cm. La consistenza della tumefazione varia a seconda del 
prevalere della componente solida o cistica al suo interno.  
 
Altri tipi di tumore benigno che possono colpire la parotide sono il 
lipoma, l´emangioma, l´oncocitoma, il mioepitelioma (F.Marandino et 
al.,2008). 
 
1.2.1 Caratteristiche cliniche 
Il comportamento clinico-sintomatologico dei tumori benigni delle 
ghiandole salivari maggiori è generalmente monotono e ripetitivo, 
indipendentemente dall’isotipo e dalle caratteristiche biologiche e 
anagrafiche del paziente (Bonfils P, 2007). 
Le neoplasie benigne salivari tendono infatti nella maggior parte dei casi 
a manifestarsi come tumefazioni duro-elastiche di forma 
prevalentemente nodulare, spesso stabili e costanti nel breve-medio 
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termine temporale oppure in lento accrescimento volumetrico nell’arco 
di molti anni. 
Più raramente il tumore, dopo anni di stabilità o lento accrescimento, può 
presentare una rapida accelerazione di crescita o ancora manifestarsi ab 
inizio con un rapido aumento di volume della tumefazione (Przewonzy T 
et al.,2004).  
La tumefazione è generalmente non dolente, asintomatica, e può passare 
inosservata al paziente per lungo tempo. 
Manifestazioni più rare sono dolore loco-regionale, otalgia, parestesie e 
paralisi facciale, certamente infrequente nei tumori salivari benigni, 
spesso correlata ad un importante e tardivo aumento volumetrico del 
tumore. 
L’evoluzione cistica può essere osservata con particolare frequenza nei 
cistoadenolinfomi. 
La scoperta di un tumore benigno della parotide è generalmente casuale 
e consegue alla palpazione occasionale da parte del paziente di una 
tumefazione non dolente in sede pre-sottoauricolare, al davanti o al di 
sotto del lobulo dell’orecchio. Più raramente il tumore benigno parotideo 
si sviluppa in prolungamenti anteriori della ghiandola ovvero nel lobo 
profondo, con riscontro di tumefazioni in sedi sottocutanee non tipiche o 
in sede sottotonsillare/parafaringea (M. Piemonte et al.,2008). 
 
26 
 
1.2.2 Evoluzione naturale e comportamento biologico 
Le neoplasie benigne delle ghiandole salivari maggiori presentano di 
norma un’evoluzione strettamente locale caratterizzata nella maggior 
parte dei casi da un lento progressivo incremento volumetrico, che può 
impiegare anche anni a svilupparsi in modo evidente. 
L’isotipo delle neoplasie benigne non sembra influire su questo 
atteggiamento lentamente evolutivo. 
Nel caso specifico della parotide, che presenta caratteristiche anatomo-
funzionali peculiari rispetto alle altre ghiandole salivari maggiori per la 
presenza del nervo faciale al suo interno, i tumori benigni non 
determinano alterazioni funzionali della motilità facciale secondarie a 
sofferenza del VII nervo cranico, se non in fase estremamente tardiva, o 
più raramente per neoformazioni trascurate di grande volume. La 
comparsa di tale sintomo clinico depone spesso per una trasformazione 
maligna della neoplasia e deve costantemente indurre ad un approccio 
diagnostico-terapeutico approfondito in tempi brevi e ad un 
atteggiamento chirurgico più aggressivo (M. Piemonte et al.,2008). 
 
Il problema delle recidive di tumore misto benigno (in particolare per 
l’adenoma pleomorfo) rappresenta ancora oggi uno degli aspetti 
principali in tema di storia naturale e di trattamento chirurgico di queste 
patologie (Seifert G et al.,1986). 
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Le recidive dei tumori benigni salivari possono manifestarsi dopo un 
periodo variabile di tempo, mediamente superiore a 5-7 anni, con una 
percentuale intorno al 6-7% in base alle casistiche più recenti (Dimitrov 
SA et al.,2001). 
 
Il problema delle possibilità di trasformazione maligna degli adenomi 
pleomorfi rappresenta tutt’ora un problema clinico e biologico attuale e 
non chiarito. In base alle casistiche più recenti la trasformazione maligna 
dell’adenoma pleomorfo sembra stimabile intorno al 3-6% (Leonotti JP 
et al., 2005). 
 
1.2.3Diagnosi 
La classica presentazione di un tumore benigno è una massa indolente a 
lenta crescita  della guancia e/o dell’angolo mandibolare o del collo. 
Sono tumori spesso mobili e per le masse originate dalla ghiandola 
parotide la funzione del nervo faciale è di solito normale. 
Per quanto riguarda l’adenoma pleomorfo la presentazione clinica tipica 
è una massa a lenta crescita, senza dolore e dura. Nella parotide insorge 
nel 90% dei casi nel lobo superficiale ed in particolare nella coda della 
ghiandola ( Lewis JE et al., 2001). 
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In ogni sede comunque si dimostra anelastico alla palpazione e tende ad 
essere mobile quando è piccolo, ma diventa fisso con il passare del 
tempo soprattutto rispetto ai piani profondi. 
Il tumore di Warthin rappresenta per frequenza il secondo tumore 
benigno anche conosciuto come cistoadenoma linfomatoso; come 
l’adenoma pleomorfo il tumore di Warthin si presenta come una massa 
indolore con un lento ingrandimento. Può essere uni o bilaterale, spesso 
fluttuante, sintomi auricolari possibili (acufeni, otalgia) ( Lewis JE et al., 
2001). 
 
L’esame clinico è lo strumento diagnostico più importante. Poiché circa 
l’80% dei tumori delle ghiandole salivari hanno origine nella parotide e 
di questi circa l’80% sono benigni, la strategia diagnostica iniziale deve 
includere una diagnosi differenziale con condizioni benigne quali cisti, 
processi flogistici e iperplasia linfonodale. Quando si sospetta una 
lesione maligna è necessaria una diagnosi istologica. (Franceschi S. et 
al.,1997).  
 
L’ecografia è una metodica a basso costo e ad elevata sensibilità (quasi 
del 100% - simile alla TC) ed è sempre raccomandata come indagine 
pre-operatoria, dato che circa il 90% dei tumori nasce dal lobo 
superficiale. L’ecografia è eccellente nel distinguere lesioni 
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intraghiandolari da lesioni extraghiandolari. Non è in grado di 
visualizzare parte del lobo parotideo profondo.  
 
La TC (tomografia computerizzata) o la RMN (risonanza magnetica 
nucleare) possono essere utili. I vantaggi della RMN comprendono 
anche l’assenza di artefatti dovuti a strutture dentarie e la capacità di 
distinguere un tumore da ostruzioni dei dotti secretori. La RMN è 
raccomandata anche per i tumori delle ghiandole salivari minori del cavo 
orale o nasale e dei seni paranasali, in quanto l’estensione di queste 
neoplasie non può essere definita con il solo esame clinico. 
 Il dilemma sorge nei casi di tumore apparentemente benigno che 
possono mascherare un tumore maligno indolente. In questo caso 
bisogna affidarsi soprattutto alla clinica. Un clinico esperto dovrebbe 
essere in grado di distinguere tra i due nel 90% dei casi  e con l’aiuto 
della citologia agoaspirativa (FNAC) il rischio di trattare 
inavvertitamente un tumore maligno si riduce ulteriormente. 
L’agoaspirato con ago sottile (FNA) ha un’elevata sensibilità e 
specificità con un’accuratezza diagnostica compresa tra l’87% e il 96% 
ma la tecnica è operatore-dipendente. La sensibilità varia tra il 73% e 
l’86.6% sia per le lesioni maligne che per quelle benigne, mentre la 
specificità è più elevata in caso di lesioni maligne (97% vs 85%).  
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L’errore più frequente sono i falsi negativi dovuti ad un campionamento 
inadeguato. L’agoaspirato permette di distinguere un tumore primitivo 
delle ghiandole salivari da un linfonodo patologico in caso di nodulo 
perighiandolare.  
Nonostante queste osservazioni, l’utilizzo dell’agoaspirato è a 
discrezione del clinico. E’ una metodica economica, semplice ed 
accurata in mani esperte. L’aspirato con ago sottile ha un ruolo 
particolare nei casi in cui la conferma istologica della diagnosi ipotizzata 
cambierebbe la strategia terapeutica. E’ fortemente raccomandato 
quando non si sospetta un tumore delle ghiandole salivari come in caso 
di tubercolosi, linfoma o linfoadenopatia come succede frequentemente 
nei bambini o nei pazienti con patologie autoimmuni. Nei bambini c’è un 
altro motivo per eseguire una agoaspirato: il rapporto tra tumori maligni 
e benigni è più alto che negli adulti, anche se questi tumori hanno spesso 
un andamento indolente. 
Se vengono scambiati per tumori benigni e asportati chirurgicamente in 
maniera inadeguata, spesso è necessario un ulteriore intervento col 
rischio di danneggiare il nervo faciale o un trattamento radioterapico 
adiuvante.  
La radioterapia ha effetti dannosi significativi sullo sviluppo facciale che 
possono portare allo sviluppo nel tempo di deformità. L’agoaspirato può 
aiutare il chirurgo ad evitare queste situazioni.  
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L’aumento dimensionale di una ghiandola salivare è di solito di natura 
benigna, nella maggior parte dei casi è dovuto a neoformazioni di natura 
infiammatoria o cisti benigne, mentre i tumori maligni epiteliali sono 
rari, soprattutto nella ghiandola sottomandibolare. 
 
 Una biopsia a cielo aperto di solito non é raccomandata a causa del 
rischio di insemenzamento.  
L’esame al congelatore del pezzo asportato, incluso quello dei linfonodi 
perighiandolari, è utilizzato da diversi chirurghi per procedere 
immediatamente ad una dissezione laterocervicale. Questo procedimento 
ha diversi limiti in quanto può essere difficile distinguere tra i vari isotipi 
(Brandwein MS et al.,2002). 
 
1.2.4Terapia 
Trattamento chirurgico. In questo contesto il chirurgo si trova di fronte 
alla necessità di affrontare la pianificazione di un trattamento invasivo 
per una patologia che per lo più non comporta concreti rischi per la vita 
del paziente, dovendo garantire che le sequele funzionali ed estetiche 
siano le minori possibili ( Armstrong JG et al., 1992).  
Vi è un consenso universalmente accettato nel considerare l’intervento 
chirurgico come la strategia di scelta per il trattamento dei tumori 
benigni della ghiandola parotide. Nella pratica clinica quotidiana il 
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reperto comune è quello di una massa in regione parotidea persistente da 
molto tempo, lentamente ma non necessariamente ingranditasi, che 
occupa spazio e che altera il profilo del volto. È frequente che il paziente 
stesso, anche per motivi estetici, si rivolga al chirurgo per rimuovere 
questa neoformazione (Ferlito A. et al.,2001). 
Inoltre, gli accertamenti preoperatori, come gli esami di imaging e il dato 
patologico fornito dall’agobiopsia, non raggiungono un grado di 
sensibilità e specificità tali da fornire notizie sicure sulla natura della 
lesione, la quale potrà essere definita con certezza solamente grazie 
all’esame istologico definitivo sullo specimen chirurgico. I problemi 
nascono a causa dei rapporti tra massa e nervo faciale. Questo, oltre a 
garantire una fondamentale funzione “sfinterica” a livello di rima oculare 
e orale, è il nervo della comunicazione delle emozioni non verbali, e una 
sua disfunzione porta innegabilmente a pesanti ripercussioni sulla vita 
del paziente (Locati LD et al.,2005). 
Nel tempo è andata affermandosi la necessità di procedere sempre 
all’identificazione del tronco principale del nervo faciale all’emergenza 
dal basicranio, alla dissezione e conservazione dei rami intraghiandolari  
del nervo e alla rimozione della porzione superficiale della parotide 
mediante una parotidectomia cosiddetta superficiale completa o 
esofaciale, o una parotidectomia totale. Questa procedura è stata 
accettata per molto tempo come una tecnica appropriata per il 
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trattamento dei tumori benigni della parotide, specialmente per quanto 
riguarda l’adenoma pleomorfo (Yamashita T et al.,1993.)  
 
L’approccio chirurgico alla ghiandola parotide, quindi, richiede una 
precisa conoscenza da parte dell’operatore dell’anatomia chirurgica della 
regione, che ospita, oltre al tessuto ghiandolare, strutture vascolari, 
muscolari e soprattutto nervose molto importanti. In particolare, ogni 
tecnica è condizionata dalla presenza del nervo faciale e non può 
prescindere dalla ricerca dell’emergenza del tronco comune del nervo 
faciale e dalla sua dissezione, parziale o totale. 
L’enucleazione del tumore o una limitata parotidectomia non vengono 
praticate perché spesso queste pratiche sono associate ad un alto tasso di 
ricomparsa. 
 Tale tasso di ricomparsa è sceso di circa il 2%-5% da quando la 
parotidectomia superficiale è stata adottata (Mercante G et al.,2002). 
 
La chirurgia delle neoplasie benigne della parotide è associata a 
complicanze costituite soprattutto da lesioni del nervo faciale e sindrome 
di Frey (iperidrosi a carico della cute sovrastante la ghiandola parotide). 
Altre complicanze possono essere fistole salivari, ematomi o lesioni 
estetiche sono meno frequenti. 
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Altri trattamenti. La radioterapia può essere utile nei casi di maligni 
come terapia adiuvante; la chemioterapia è usata raramente.
 
 
 
1.3 LA PROTEOMICA 
 
Il termine “proteoma” viene usato per indicare tutte le proteine espresse 
da un genoma;  la proteomica, quindi,  può essere definita come lo studio 
di tutte le proteine espresse in un dato organismo, tessuto o cellula 
(Choudhary et al., 2004). 
In origine, lo studio della proteomica si è basato sull’identificazione 
delle proteine e sulle differenze tra coppie di campioni derivati da diversi 
tessuti o condizioni; tuttavia col passare del tempo e con l’evoluzione 
delle tecnologie messe a disposizione, si è spinta a definire gli aspetti 
strutturali e funzionali delle proteine su larga scala.  
Dunque, sarebbe un errore definire il proteoma come un’entità statica 
considerando che, talvolta, le cellule di un medesimo organo esprimono 
proteine differenti e che questo stesso tipo di cellule anche al variare 
delle condizioni fisiologiche (età, malattia, ambiente) potrebbe esprimere 
diversi tipi di proteine (Choudhary et al., 2004). 
35 
 
La tecnologia attualmente più utilizzata nell’ambito della proteomica è la 
“spettrometria di massa” (MS), la quale viene spesso accoppiata a 
metodi di separazione delle proteine (Phizicky et al., 2003); sebbene il 
panorama delle tecnologie proteomiche a disposizione sia vasto, 
certamente la MS rappresenta la tecnica più sensibile e versatile per lo 
studio delle proteine e viene utilizzata per quantificare le proteine e per 
determinare sequenza, massa e informazioni strutturali (Pandev et al., 
2000). La combinazione della MS, per l’identificazione proteica, con 
l’elettroforesi bidimensionale (2-DE), come tecnica separativa ad alto 
potere risolutivo, è il metodo classico e più utilizzato (Herbert et al., 
2001). 
Lo sviluppo di nuove tecniche di spettrometria di massa e la disponibilità 
di sequenze genomiche, ha garantito negli ultimi anni un crescente 
interesse da parte del mondo scientifico verso la proteomica e non a 
caso, infatti, è al momento sfruttata come un moderno mezzo nella 
scoperta di farmaci, per la determinazione di processi biochimici 
implicati nelle malattie, per monitorare processi cellulari, per ricercare 
differenze tra fluidi biologici o cellule di soggetti sani e malati e per 
identificare markers di una malattia. 
Eventuali cambiamenti nei profili delle proteine possono essere poi 
individuati attraverso la metodica dell’elettroforesi bidimensionale 
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grazie alla quale si potranno valutare eventuali alterazioni nei livelli di 
espressione, nella fosforilazione e nelle modificazioni post traduzionali. 
Per poter ottenere, infine, tutte le ulteriori informazioni sulle proteine di 
interesse è possibile andare ad identificare gli spots con le metodiche di 
spettrometria di massa. 
 
1.3.1 Elettroforesi bidimensionale 
L’elettroforesi bidimensionale (2-DE) consente di separare, visualizzare, 
quantificare ed identificare centinaia di proteine a seconda del loro punto 
isoelettrico e peso molecolare, in un singolo gel, partendo da campioni di 
complesse miscele proteiche estratte da cellule, tessuti o altri campioni 
biologici. 
La tecnica è stata introdotta nel 1975 da O’Farrel e Klose e separa le 
proteine in due step distinti: 
1) la 1° dimensione, Iso-Elettro Focusing (IEF), separa le proteine 
secondo il loro punto isoelettrico (pI).  
2) la 2° dimensione, l’elettroforesi su gel di poliacrilammide (SDS-
PAGE), separa le proteine secondo il peso molecolare (PM). 
Con la 2-DE si possono separare migliaia di proteine, anche quelle che 
differiscono per un solo amminoacido o per piccole differenze di pI e/o 
PM, ed ogni spot ottenuto corrisponde ad una singola specie proteica 
(Lewis TS et al., 2000). 
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1.3.2 Spettrometria di massa 
La spettrometria di massa è una potente tecnica per misurare la massa 
molecolare di proteine e peptidi (Graves PR et al., 2003). La 
spettrometria di massa è particolarmente utile per studi sul proteoma e 
sugli enzimi e per la chimica delle proteine in genere (Nelson TL et al., 
2002). 
Uno degli approcci principali è la peptide-mass fingerprinting 
utilizzando la matrix-assisted laser desorption/ionisation (MALDI). 
 
 
CAPITOLO 2- SCOPO DELLA TESI 
 
Nella grande varietà dei tumori benigni delle ghiandole parotidee, 
spesso, risulta difficile una diagnosi che possa distinguere i diversi 
isotipi tra di loro, in particolare il tumore di Warthin, le cui 
caratteristiche cliniche non forniscono una base sufficiente per una 
diagnosi precisa. 
Lo scopo della nostra tesi è quello di cercare, grazie all’analisi 
proteomica, un numero sufficiente di biomarcatori che possano rendere 
più precisa la diagnosi dei tumori benigni delle ghiandole parotidee. 
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CAPITOLO 3 – MATERIALI E METODI 
 
 
3.1 Reclutamento dei campioni   
Per il nostro studio, abbiamo scelto di mettere a confronto il tumore di 
Warthin e l’adenoma pleomorfo. 
Nello studio sono stati compresi 13 pazienti affetti da tumore di Warthin 
e 19 pazienti affetti da adenoma pleomorfo opportunamente selezionati 
dall’ Azienda Ospedaliera Universitaria Pisana, U.O. ORL 1a 
Universitaria (Dott. Stefano Sellari Franceschini)  
Una volta effettuata l’asportazione chirurgica della ghiandola parotidea 
in cui è localizzato il tumore è stato praticato un lavaggio con soluzione  
fisiologica ed il materiale raccolto è stato mantenuto in ghiaccio fino 
all’arrivo in laboratorio. 
A questo punto i campioni sono stati  registrati e divisi in due grandi 
gruppi, come segue nelle tabelle: 
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Paziente  età sesso materiale dimensione diagnosi 
1-3 68 uomo Neoformazione parotide 
dx 
5x3x3 cm Tumore di Warthin 
2-3 42 uomo Neoformazione parotide 
sx 
5x4x1,5 cm Tumore di Warthin 
7-2 73 uomo Parotide dx 6x3x2 cm Tumore di Warthin 
8-2 69 uomo Parotide dx 5x4,5x3 cm Tumore di Warthin 
multifocale 
19-2 65 donna Parotide dx 3x2,3x2 cm Tumore di Warthin 
19-3 65 donna Parotide dx 3x2,3x2 cm Tumore di Warthin 
33-1 65 uomo Lesione parotidea dx 2,7x1,7x1,2 
cm 
Tumore di Warthin 
multifocale 
39-2 54 donna Neoformazione parotide 
sx 
5,4x4x2,5 cm Tumore di Warthin 
41-2 45 uomo Parotide sx 3,2x2,9x1,9 
cm 
Tumore di Warthin 
48-2 47 uomo Neoformazione parotide 
sx 
3,5x2,5x1 cm Tumore di Warthin 
49-2 62 donna Parotide dx 4x2,5x1,5 cm Tumore di Warthin 
53-2 73 donna Neoformazione parotide 
dx 
2,8x2,5x1,8 
cm 
Tumore di Warthin 
54-2 72 uomo Parotide sx 6x3,5x2,5 cm Tumore di Warthin 
 
 
 
 
 
 
 
Tab.1 Dati dei pazienti affetti da Tumore di Warthin 
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Paziente età sesso materiale dimensione diagnosi 
5-2 79 donna Neoformazione parotide 
dx 
5x5x1,5 cm Adenoma Pleomorfo 
9-1 50 uomo Neoformazione 
sottomandibolare sx 
2x1,5x1,5 
cm 
Adenoma Pleomorfo 
recidivo 
14-2 21 uomo Parotide dx 3,5x2,5x1,8 
cm 
Adenoma Pleomorfo 
15-2 48 donna Neoformazione parotide 
dx 
6,5x3,5x2 
cm 
Adenoma Pleomorfo 
16-2 77 uomo Neoformazione parotide 
dx 
3x2x2 cm Adenoma Pleomorfo 
17-2 27 uomo Parotide dx 5x3x2 cm Adenoma Pleomorfo 
18-2 64 uomo Neoformazione parotide 
sx 
5x4x3,5 cm Adenoma Pleomorfo 
20-2 63 donna Parotide dx 4x3,8x1,5 
cm 
Adenoma Pleomorfo 
23-2 63 donna Parotide dx 4x3x1,8 cm Adenoma Pleomorfo 
26-2 77 uomo Parotide sx 4,5x4x3,2 
cm 
Adenoma monomorfo del 
tipo adenoma canalicolare 
27-2 83 donna Neoformazione parotide 
dx 
4x3,5x3 cm Adenoma Pleomorfo 
30-2 47 donna Parotide dx 4,3x2,5x2 Adenoma Pleomorfo 
32-2 68 uomo Parotide dx 4,8x4,2x1,5 
cm 
Adenoma Pleomorfo 
42-2 58 donna Neoformazione parotide 
sx 
4x3x3 cm Adenoma Pleomorfo 
44-2 44 uomo Parotide sx 6x4x3 cm Adenoma Pleomorfo 
45-2 39 donna Neoformazione parotide 
sx 
3x2,5x2 cm Adenoma Pleomorfo 
46-2 68 donna Neoformazione parotide 
sx 
2,8x2,8x2 
cm 
Adenoma pleomorfo 
57-2 49 uomo Parotide dx 5x2x1,2 cm Adenoma Pleomorfo 
 
 
 
 
Tab.2 Dati dei pazienti affetti da Adenoma Pleomorfo 
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3.2Preparazione dei campioni 
Una volta arrivati i campioni, si centrifugano 10 minuti a 4°C a 2300 g, 
per rimuovere i detriti cellulari.  
Successivamente si preleva il sovranatante e si procede con la 
precipitazione con TCA (Acido tricloroacetico)/Acetone. 
 
Precipitazione delle proteine con acido tricloroacetico.                      
Una volta arrivati i campioni, si centrifugano 10 minuti a 4°C a 2300 g, 
per rimuovere i detriti cellulari. Successivamente si preleva il 
sovranatante e si procede con la precipitazione con TCA (Acido 
tricloroacetico)/Acetone.                                                                           
Si prepara TCA al 20%/ DTT 0,1%, dopodiché si aggiunge al campione 
un eguale volume di TCA/DTT , si vortexa e si mette in ghiaccio per 30 
minuti.                                                                                              
Passato questo tempo, si centrifuga per 10 minuti a 4°C a 13500 g, 
dopodiché aspiro il sovranatante. A quest’ultimo si aggiungono 750 µl di 
acetone a freddo e si vortexa. Poi  si aggiungono ulteriori 750 µl di 
acetone. Questi ultimi 2 passaggi si ripetono 3 volte, per un totale di 4 
centrifughe.                                                                                               
Si lascia asciugare bene il pellet, poi si aggiunge un volume di soluzione 
di reidratazione in DTT 60 mM  e si lascia in incubazione per trenta 
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minuti. 
La soluzione di reidratazione (R.S.) contiene: 
 Urea 7M – Tiourea 2M: servono per solubilizzare e denaturare le 
proteine così che siano presenti in una sola configurazione; 
 Chaps 4%: è un detergente non ionico che permette di solubilizzare le 
proteine idrofobiche e minimizzare l’aggregazione proteica; 
 Ditiotreitolo (DTT) 60mM: agente riducente, serve per rompere ogni 
ponte disolfuro e permettere alle proteine di distendersi completamente; 
 Blu di Bromofenolo 0,002%: per seguire la corsa, se il tracciante non 
migra all’anodo non c’è flusso di corrente; 
 Anfoliti (3-10) 1.2%: aumentano la solubilità delle proteine 
minimizzando la loro aggregazione dovuta ad interazioni carica-carica. 
Si centrifuga il tutto a 13500 giri, a 20°C per 5 minuti e se rimane il 
pellet si preleva il sovranatante. 
 
 
3.3Dosaggio proteico RC/DC Biorad  
Il dosaggio proteico RC/DC è un saggio colorimetrico per la 
quantificazione delle proteine basato come principio sul saggio del 
Lowry, ma modificato a diventare compatibile ad alte concentrazioni di 
agenti riducenti (RC) e detergenti (DC). La presenza di una o più di 
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queste sostanze può cambiare la risposta della proteina ai reagenti del 
saggio. Perciò la proteina standard con la quale costruiamo la nostra 
curva di riferimento dovrà essere preparata nello stesso tampone del 
campione proteico di interesse. Nel nostro caso la proteina standard 
albumina bovina, è risospesa nella soluzione di reidratazione. 
Vengono preparate  quattro concentrazioni (con un volume di 25 µl) 
di proteina standard (0,2-0,4-0,8-1,5 mg/ml ) che abbracciano 
l’intervallo di sensibilità del metodo (Tab.3).  
 Per il dosaggio proteico del campione incognito si procede con 
diluizioni diverse con acqua da 1:5 a 1:50 per avere 25 µl di volume 
finale. Il dosaggio viene effettuato in doppio, a temperatura ambiente.  
Agli standards ed al campione sono aggiunti 125 µl di Reagente I,quindi 
si vortexano e si mettono in incubazione per 1 minuto. Dopodichè si 
aggiungono 125 µl del Reagente II, si vortexa e si attende 1 minuto, 
dopodiché centrifugo per 5 minuti a 12000 g, a 20°C. Poi aspiro il 
sovranatante. 
Poi aggiungo 125 µl di Reagente I, vortexo e metto in incubazione per 1 
minuto, quindi aggiungo 40 µl di Reagente II, vortexo e attendo 1 
minuto, dopodiché centrifugo a 12000 g per 5 minuti a 20°C, poi aspiro 
il sovranatante. 
Aggiungo 127 µl di soluzione A*(20 µl S + 1000 µl A), vortexo e metto 
in incubazione 5 minuti. 
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Infine aggiungo 1 ml di Soluzione B e vortexo. 
Leggo a 750 nm il valore dell’assorbanza dopo 15 minuti. 
 
 
 
      
 
 
 
Tabella 3 . Diluizioni della BSA per la retta di taratura. 
 
Dalle letture di assorbanza ottenute con concentrazioni note di proteina 
standard si costruisce una retta di taratura nell’intervallo di sensibilità da 
5 µg a 37,5 µg: y=Ax  (A=assorbanza)     
e dall’equazione della retta si procede al calcolo della concentrazione 
proteica per il campione incognito. 
                 
 
 
 
 RS BSA [BSA]  µg/µl µg BSA 
Bianco 25 µl - 0 µg/µl 0 µg 
1 21,7 µl 3,3 µl 0,2 µg/µl 4 µg 
2 18,3 µl 6,7 µl 0,4 µg/µl 8 µg 
3 11,7µl 13,3 µl 0,8  µg/µl 16 µg 
4 - 25 µl 1,5 µg/µl 30 µg 
45 
 
3.4 Preparazione del campione 
Si preparano i pool Warthin e adenoma per fare i gel. Ogni pool si carica 
in triplo e per ogni gel si caricano 250 µg di proteine, quindi si preparano 
pool da 750 µg.  
I campioni Warthin hanno concentrazione media di 34,31 µg/µl,  
i campioni Adenoma, invece, hanno concentrazione media di 21,81 
µg/µl. 
 
3.5 Isoelettrofocalizzazione 
La prima dimensione è effettuata su strip di 18 cm in cui è presente un 
gradiente non lineare di pH 3-10 (Amersham Biosciences). 
I 250 µg , diluiti in 350 µl di RS con anfoliti pH 3-10, vengono caricati 
nell’IPG Reswelling Tray (Fig.3), si pone sopra l’IPG strip e la si lascia 
idratare overnight, avendo cura di ricoprire le strip con opportuna 
quantità di olio minerale che minimizza l’evaporazione e la  
cristallizzazione dell’urea . 
    
 
 
        
Figura 3. IPG Reswelling Tray. 
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Terminata la fase di reidratazione le strip devono essere trasferite nel    
supporto per la prima dimensione, quindi viene utilizzato il manifold 
(Fig.4), in materiale di ceramica d’ossido di alluminio che permette di 
sottoporre alla corsa fino a 12 strip contemporaneamente. 
 
                                  
 
 
  
 
 
Figura 4. Manifold. 
                                           
Si immergono nuovamente le strip in olio minerale e su entrambi i poli, 
anodo e catodo, si inseriscono gli electrode pads di  carta per  IEF  
previamente bagnati con H2O MilliQ. I pads assorbono l’eccesso di 
acqua e sali preservando gli elettrodi dalla precipitazione degli ioni. 
Si fissano gli elettrodi sopra i pads assicurandosi che aderiscano anche 
alle strip sottostanti e si avvia il programma per l’IEF del campione. 
Per la prima dimensione si usa l’Apparecchio IPGphor 
(AmershamBiosciences) (Fig.5) , che permette di impostare tempi e 
voltaggio secondo il seguente programma (Tab.4).                                       
47 
 
                                 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5 Ettan IPGphor Isoeletric Focusing System 
 
3.6 Equilibratura strip 
Prima di effettuare la seconda dimensione la strip viene equilibrata 
incubandola, in successione, con: 
10 ml di SDS Equilibration Buffer + DTT 1% per 15 minuti in 
agitazione a temperatura ambiente; 
10 ml di SDS Equilibration Buffer + IAA 2,5% per 15 minuti in 
agitazione a temperatura ambiente; 
L’SDS equilibration buffer contiene: 
I Step                  2:30 h                       V=200 
II Step                1 :00 h                       V=300 
III Grad              3:00 h                        V=3500 
IV Step              0:10 h                        V=5000 
V Step               8:30 h                        V=8000 
         
 
Tabella 4.  Tempi e voltaggio per l'IEF del campione usando il manifold 
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 Tampone equilibrante (Tris-HCl 50 mM pH 8,8): per mantenere le 
strip in un range di pH appropriato per l’elettroforesi; 
 Urea (6 M)Glicerolo (30%): per ridurre l’elettroendoosmosi e 
migliorare il trasferimento delle proteine alla seconda dimensione. 
L’elettroendoosmosi è dovuta alla presenza di cariche fisse sulla 
strip all’interno di un campo elettrico e può interferire con il 
trasferimento delle proteine dalla strip al gel della seconda 
dimensione; 
 Sodio dodecil solfato (2%): denatura le proteine e forma 
complessi proteine-SDS carichi negativamente. La quantità di 
SDS legato ad una proteina, e quindi la carica negativa, è 
direttamente proporzionale alla massa della proteina, in questo 
modo l’elettroforesi separerà le proteine in base al loro peso 
molecolare; 
 Blu di Bromofenolo (0,002%): usato come agente tracciante per 
seguire la corsa elettroforetica; 
 Ditiotreitolo (1%): agente riducente per preservare lo stato ridotto 
delle proteine; 
 Iodoacetammide (2,5%; al 2° lavaggio): per alchilare i gruppi 
tiolici delle proteine e prevenirne la riossidazione durante 
l’elettroforesi. 
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3.7 Seconda dimensione 
La strip viene posta sopra un gel di poliacrilammide 12,5% 
(20cm×20cm×1,5mm),  facendo bene attenzione che aderisca in tutta la 
sua lunghezza al gel, e bloccata con una soluzione di agarosio 0.1% in 
Running Buffer.  
L’elettroforesi è effettuata in due step: per i primi 60 minuti si impostano 
96 mA aumentando poi la corrente a 192 mA finché il fronte della corsa, 
visualizzato tramite il Blu di Bromofenolo, esce dal fondo di corsa (circa 
15:30 ore). 
Per la corsa elettroforetica si utilizza il RUNNING BUFFER 10X (Tris-
base 25mM, Glicina 192 mM, SDS 0.1%) diluito 1:10; la diluizione 
viene fatta il giorno precedente per mantenere il tampone a 4°C e poterlo 
utilizzare freddo (Fig.6). 
                                                
Figura 6. Protean plus Dodeca cell Biorad 
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 3.8 Preparazione dei gel 12,5% nel multicasting  
Al fine di minimizzare la variabilità sperimentale e quindi aumentare la 
riproducibilità, i gels di acrilammide (12,5%) vengono preparati 
contemporaneamente (fino a 12 gels-Tab.7) utilizzando l’apparecchio 
Multicasting della Biorad e la corsa è condotta su di un apparecchio 
Protean plus Dodeca cell Biorad in grado di ospitare e far correre 
contemporaneamente fino a 12 gels in condizioni termostatate (circa 
15°C). 
 
 
 
 
                                               
                            
 
                                                   
 
  
                     Tabella 5. Volumi per 12 gels di acrilammide al 12,5%. 
 
 
 
 
 
12 gels 
H2O milliQ 313.3 ml 
Tampone Tris 1.5M pH8.8 245 ml 
Acrilammide/bis-acrilammide 
30% 
407 ml 
Ammonio persolfato 10% 9.8 ml 
Temed 490 µl 
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3.9 Colorazione dei gel 
I gels bidimensionali così ottenuti sono stati colorati utilizzando una 
colorazione al ruthenium II tris (bathophenanthroline disulfonate) 
tetrasodium (Sunatech Inc.) (fig.7). Il RuPB è un colorante sensibile, 
lineare, stabile nel tempo e compatibile con la spettrometria di massa. 
Alla fine della seconda dimensione, il gel viene rimosso dai vetri ed è 
lasciato per 1 ora in una soluzione di fissaggio 1% acido fosforico  e 
30%etanolo.  
Successivamente incubiamo tutta la notte i gel in una soluzione 
contenente 1μM di RuBP, 1% acido fosforico e 30% di etanolo. Il giorno 
successivo decoloriamo i gel per 5 ore con una soluzione 1% acido 
fosforico e 30% di etanolo (Rabilloud et al, 2001). Tutti gli steps della 
colorazione sono condotti a temperatura ambiente e sotto agitazione. 
Alla fine facciamo un lavaggio con H2O per 10 minuti e siamo pronti 
per l’acquisizione dei gel con lo strumento “ImageQuant LAS4010” 
(GE-Healthcare). L’analisi dei gel è stata effettuata con il software 
“Progenesis SameSpot (Nonlinear - Dynamics)”. Figura 7. struttura 
molecolare del rutenio (RuPB) 
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   Figura 7. struttura molecolare del rutenio (RuPB) 
 
 
             
              CAPITOLO 4 – RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
I tumori della parotide compongono un gruppo estremamente numeroso 
ed eterogeneo di malattie. A seconda del quadro istologico che le 
caratterizza infatti, rappresentano a seconda dei casi entità anche molto 
diverse fra loro in termini di comportamento biologico e di storia 
naturale.  
Ancora oggi è difficile riuscire a costruire uno schema classificativo di 
queste lesioni,  pertanto la diagnosi dei tumori benigni delle ghiandole 
parotidee  è a tutt’oggi di difficile interpretazione, per la mancanza di 
metodiche di laboratorio facilmente accessibili.  
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Presso l’Azienda Ospedaliera Universitaria Pisana, U.O. 
Otorinolaringoiatria 1 Universitaria (Direttore Stefano Sellari 
Franceschini)  vengono routinariamente eseguiti interventi chirurgici al 
fine di risolvere patologia flogistica cronica, litiasica o tumorale delle 
ghiandole salivari maggiori. (http://orlunipi.it/Casistica-Operatoria.html)  
Il nostro gruppo, in collaborazione con l’Azienda Ospedaliera 
Universitaria Pisana,  ha utilizzato l’approccio proteomico su campioni 
derivanti dal lavaggio delle ghiandole parotidee asportate in pazienti 
affetti da adenoma pleomorfo e tumore di Warthin  e sono state 
identificate una serie di proteine differenzialmente espresse. 
 
Dopo elettroforesi bidimensionale, effettuata come descritto in Materiali 
e Metodi caricando ogni pool in triplo, cioè 250 µg di proteine per ogni 
gel, i gel bidimensionali sono stati sottoposti a colorazione con rutenio, i 
pattern proteici acquisiti tramite Image Quant LAS4010 e i profili 
proteici analizzati tramite software “Progenesis SameSpot (Nonlinear - 
Dynamics)”. 
In figura 8 e 9 sono riportati i gel rappresentativi delle classi  Adenoma e 
Warthin: 
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Fig. 8 pattern proteico del pool Adenoma 
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Dal confronto dei gel con test statistico Anova, abbiamo trovato 90 spots 
differenzialmente espressi con p<0,05. 
Fig. 9 Pattern proteico del pool Warthin 
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L’analisi delle componenti principali (PCA) evidenzia come gli spot 
differenzialmente espressi permettano di separare il pool Adenoma dal 
pool  Warthin(fig.10): 
                                                              
Di seguito gli spots significativi e relativi grafici: 
 
              spot 2046          
 
 
 
                        
adenoma warthin 
  
  X=89,14 
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3
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4 
             Fig.10 PCA (analisi componenti principali) 
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                         Fig.11 esempi di spots differenzialmente espressi e loro grafici 
adenoma warthin 
  
adenoma warthin 
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Abbiamo, quindi, scelto di tagliare gli spots con fold > 2 e che 
risultassero ben definiti, per poter procedere poi con l’identificazione 
delle proteine tramite spettrometria di massa. 
 
Tab. 5 Spots differenzialmente espressi Adenoma vs Warthin 
       
Spot num MW (Da)  pI  Fold        
Variation 
Adenoma vs Warthin 
p- value 
777 51.4  5,83  2,8↑ 7,85E-05 
812 48.2  5,62  3,6↑ 0,002 
1041 39   3,5  4,2↑ 1,27E-05 
1058 38.5  5,55  3,0↑ 9,03E-05 
1221 34.6  6,93  2,6↑ 0,015 
1239 34.3  5,76  2,1↑ 0,002 
1254 33.8  5,03  3,9↑ 1,83E-04 
1335 32.5  5,24  3,2↑ 0,002 
1343 32.4  4,00   2,1↑ 0,003 
1359 32.2  5,82  2,4↑ 0,002 
1386 31.5  4,00   2,7↑ 8,7E-04 
1570 27.8  4,54  2,9↑ 0,047 
1657 26.1  5,66  2,6↑ 0,002 
1700 25.5  5,06  3,9↑ 6,45E-05 
1831 24.0  6,11  2,0↑ 0,027 
1904 22.8  5,89  2,8↑ 0,007 
2046 20.9  5,28  2,8↑ 3,73E-06 
2276 18.8  5,96  2,2↑ 0,006 
2294 18,6  6,34  2,1↑ 0,022 
2355 18.1  5,07  2,3↑ 2,4E-04 
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Spot num Calculated    
MW (Da)  
Calculated              
 pI  
 Fold  
Variation 
Adenoma vs Warthin 
p-value 
752 53.0  5,62   4,7↓ 1,77E-05 
760 52.9  5,35   4,5↓ 2,18E-05 
766 52.7  5,66   5,8↓ 7,48E-05 
1057 38.5  4,93   2,1↓ 1,75E-04 
1194 35.2  4,77   4,1↓ 0,011 
1200 35.1  5,72   3,0↓ 1,29E-04 
1235 34.4  4,91   3,5↓ 9,44E-04 
1435 30.6  5,88   6,5↓ 8,98E-04 
1476 30.0  6,63   3,7↓ 0,002 
1511 29.3  5,20   5,3↓ 8,98E-06 
1523 35.1  5,66   3,5↓ 1,33E-04 
1525 28.9  5,62   2,7↓ 0,001 
1532 28.8  5,73   3,0↓ 1,53E-04 
1549 28.5  5,74   3,7↓ 1,62E-04 
1559 28.3  6,27   3,2↓ 0,001 
1922 22.3  4,99   1,4↓ 0,006 
1959 21.8  4,88   2,2↓ 3,7E-04 
2565 14.0  5,30   5,1↓ 8,24E-06 
2627 10.0  5,74   5,5↓ 0,004 
 
 
 
L’analisi preliminare dei risultati della spettrometria di massa dà alcune 
indicazioni che sembrano abbastanza interessanti. In particolare si 
sottolinea la differenza di espressione della proteina S100A9 nel tumore 
di Warthin rispetto all’Adenoma, nell’ordine di 5 volte. 
La proteina S100A9, insieme alla proteina S100A8 hanno un ruolo 
importante nel condurre le risposte infiammatorie, come il reclutamento 
dei leucociti, la loro adesione e migrazione (Kim H, et al. J Proteome 
Res, 2009). 
Altrettanto interessante è la presenza della Aptoglobina, importante 
proteina della fase acuta, che circola nel sangue e nei tessuti, associata a 
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processi infiammatori. La presenza di questa proteina nei tumori, può 
indurre risposte tipiche della fase acuta, tramite l’attivazione di vie 
mediate da citochine. Inoltre è coinvolta nella regolazione della crescita 
tumorale, oltre ad essere importante per la migrazione cellulare e per la 
degradazione della matrice extracellulare, azione cruciale per lo sviluppo 
del tumore o altre lesioni infiammatorie ( Kim H, et al. J Proteome Res, 
2009). 
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